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(54) Title: LIVER-SPECmC ADENOVIRUS EXPRESSION VECTOR 



(54) Bezeichnang: LEBERSPEZIFISCHER ADENOVIRUS-EXPRESSIONSVEKTOR 



(57) Abstract 



The invention concerns an adenovirus vector for liver-specific gene therapy. Areas of application include, in medicine, the treatment 
of genetic defects and tumour diseases of the liver, and molecular biology. TTie vector according to the invention is characterized in that a 
therapeutic gene which is coupled to a liver-specific promoter consisting of enhancer elements of the hepatitis B virus and an enhancer-less 
minimal promoter and is optionally surrounded by SAR elements is inserted in the adenovirus genome. 

(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung t)etrifft einen Adenovirusvektor fUr die leberspezifische Gentherapie; Anwendungsgebiete sind in der Medizin die 
Behandlung von Gendefektcn und Tumorcrkrankungen der Leber und die Molekularbiologie. Der erfindungsgemaSe Vektor ist dadurch 
gekennzeichnet, daB ein therapeutisches Gen, das an einen leberspezifischen Promotor gekoppelt ist, welcher aus Enhancer-Elementen dcs 
Hepatitis B Virus und einem enhancerlosen Minimalpromotor besteht und ggf. von SAR-Elementen umgeben ist, in das Adenovinisgenom 
inseriert wird. 
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Leberspezifischer Adenovirus-Expresslonsvektor 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Adenovirusvektor fiir die 
leberspezifische Gentherapie; Anwendungsgebiete sind in der 
Medizin die Behandlung von Gendefekten und Tumorerkrankvmgen 
der Leber und die Molekularbiologie . 

In den vergangenen Jahren sind zahlreiche Methoden und 
Vektoren fiir die Gentherapie entwickelt worden (Ubersicht in 
Mulligan/1993/Science 260, 920). Von Viren abgeleitete 
Vektoren werden dabei nichtviralen Transf erverf ahren 
gegenubergestellt, bei denen das therapeutische Gen in 
Protein- bzw. Lipidhailen eingebettet ist. Die Kopplung 
dieser Partikel an Liganden spezifischer Rezeptoren 
ermoglicht die bevorzugte Aufnahme durch Zellen, die diese 
Rezeptoren tragen. Dies ist fiir den gentherapeutischen Ansatz 
in vivo von Vorteil - trotz systemischer Gabe gelangt das 
therapeutische Gen nur in Gewebe, in denen dessen Aktivitat 
gewiinscht wird. 

Dennoch werden gegenwSrtig virale Vektoren, vor allem die 
Virusgruppen Retrovius und Adenovirus, aufgrund ihrer 
groBeren Effektivitat in vivo bevorzugt. Beide Viren erlauben 
den Gentransfer in Leberzellen. Die retrovirale Infektion 
fiihrt zu einer stabilen Integration des genetischen Materials 
in das zellulare Genom. Dieser Prozess ist auf 
Zellproliferation angewiesen - ein fQr Leberzellen in vivo 
seltenes Ereignis. Wahrend Hepatozyten in Kultur effektiv 
infiziert werden, erfordert der Einsatz von Retroviren in der 
Leber deshalb einen Proliferationsstimulus durch Leber- 
teilresektion (Ferry et al./1991/ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88, 8377) Oder Verf ahren, die zu einem akuten Absterben eines 
groBen Teils der Hepatozyten ftihren (Lieber et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA in press). 

Adenoviren sind alien anderen Vektortypen in ihrer 
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Effektivitat weit uberlegen. Nahezu 100% der Hepatozyten 
kSnnen selbst bei intravenoser Gabe vom Virus erreicht 
warden. Adenoviren liegen in der Zelle als Episom vor. 

im Gegensatz zu Retrovirus-Vektoren enthalten adenovirale 
Vektoren den grdBten Teil des viralen Genoms. Bei den 
urspriinglich verwendeten Vektoren wurde lediglich die El 
Region in die zur Virusvermehriing genutzte Helferzelle 
(HEK293) ausgelagert und damit eine Replikation des Virus im 
Zielgewebe verhindert. Weil die AdenovirushOlle maximal 105% 
der GenomgroBe (40kb) aufnehmen kann, war die El-Deletion 
auch fiir die Insertion neuer Gene essentiell. Zur Erweiterung 
des Aufnahmevermogens auf maximal 8,3kb wurden zusStzlich 
Teile der E3-Region deletiert (Bett et al./1994/ Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 91, 8802). Obwohl die wesentlichsten 
Transaktivatoren adenoviraler Gene, Produkte der El Region, 
in der Zielzelle fehlen, werden zusatzlich zum 
therapeutischen Gen auch virale Gene exprimiert. Die 
Exposition der entsprechenden Proteine auf der Zelloberf ISche 
fOhrt zur Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen und zur 
Elimination der infizierten Zellen. Durch f unktionelles 
Ausschalten weiterer Transaktivatoren z.B. E2A konnte dieser 
Effekt wesentlich reduziert werden (Yang et al./l994/Nature 
Genetics 7, 362 ) . 

Ein wesentlicher Nachteil existierender Adenovirusvektoren 
besteht in der fehlenden Gewebespezif itat . Adenovirus- 
rezeptoren sind auf einer Vielzahl von Zelltypen vorhanden. 
Die zusatzliche Kopplung von Liganden spezif ischer Rezeptoren 
an das Virus erscheint deshalb wenig aussichtsreich. 

Leberspezifitat ist auBer durch den Auf nahmemodus auch durch 
Verwendung leberspezif ischer Promotoren moglich. Verschiedene 
in Hepatozyten aktive zellulare Promotoren (Albumin- und 
alphal-Antitrypsin-Promotor) wurden auf ihre Eignung ftir die 
Gentherapie in Retroviren untersucht (Rettinger et al./l994/ 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 1460). Aufgrund ihrer GroBe 
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sind sie jedoch far die Verwendung in Adenovirus-Vektoren 
ungeeignet. Die im adenoviralen Kontext hSufig verwendeten 
starken viralen Promotoren (CMV- und RSV-Promotor ) sind 
ubiquitar aktiv und werden in der Leber nach kurzer Zeit 
abgeschaltet . 



Ziel der Erfindung ist die Konstruktion eines Vektors auf der 
Basis von Adenovirus, der die Vorzuge eines Adenovirus- 
vektors mit der Eigenschaft einer leberspezif ischen 
Expression von therapeut ischen Genen verbindet. 

Die Erfindung wird gemaB Anspruch 1 realisiert, die 
Dnteransprxiche sind Vorzugsvarianten . 

Wesentlicher Bestandteil der Erfindung ist ein kurzer 
hochaktiver und leberspezif ischer Promotor, an welchen das 
therapeutische Gen gekoppelt wird. Er besteht aus Enhancer- 
Elementen des Hepatitis B Virus und einem enhancerlosen 
Minimalpromotor und ist gegebenenf alls von SAR-Elementen 
(scaffold attached regions) umgeben. Das geschieht, um den 
EinfluB von adenoviralen Enhancem in der Umgebung des 
inserierten Gens abzuschirmen . Als ein solches Element wird 
bevorzugt die SAR-Region des humanen Interferon-B-Gens 
eingesetzt. 

Als Enhancer-Element des Hepatitis B Virus wird bevorzugt der 
Enhancer II verwendet, er ist durch die Positionen 1628-1807 
des viralen Gens bestimmt und auf den Subtyp ayw bezogen. 

Als enhancer loser Minimalpromotor wird bevorzugt ein Teil des 
friihen Promoters des Cytomegalievirus eingesetzt. Er ist 
durch die Positionen -55 bis +69 hinsichtlich des 
Transkriptionsstarts gekennzeichnet . Wesentliche Elemente des 
Minimalpromotors sind die TATA-Box, der "cap-Ort" und die 5'- 
nichttranslatierte Region. Der Minimalpromotor hat eine 
niedrige Basisexpression und ist durch den Hepatitis B Virus 
Enhancer II aktivierbar. 
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Der bevorzugte Ort far die Insertion der erf indungsgemaBen, 
aus Enhancer, Promoter und Gen bestehenden Express ionseinheit 
ist die El-Region des Adenogenoms . Als Adenoviren werden vor 
allem die Subtypen 2 und 5 dieses Virus eingesetzt. 

Als therapeutisches Gen wird die cDNA des humanen LDL- 
Rezeptors verwendet. Dieses Gen ist bei Patienten mit 
familiarer Hypercholesterinamie mutiert. Der Rezeptor ist 
besonders stark auf Hepatocyten vertreten; die Therapie 
erfordert eine dauerhafte hohe Expression in diesen Zellen. 

Die Stelle der cDNA des LDL-Rezeptors konnen die cDNAs 
anderer Gene einnehmen, wenn diese bei der zu jeweils 
behandelnden Krankheit defekt und hauptsachlich in der Leber 
aktiv sind. 

Die Vorteile des erf indungsgexaSBen Vektors bestehen in der 
Verbindung einer hohen Effizienz der Infektion mit hoher 
Spezifitat der Expression tHr Leberzellen. Dariiber hinaus 
bleibt der Promotor in der Leber uber lange Zeit aktiv, wenn 
er in Adenovirus-Vektoren mit reduzierter ImmunogenitSt 
verwendet wird. Dies ermoglicht seinen Einsatz zu einer 
effektiveren Therapie angeborener Gendefekte der Leber. 

Die Erfindung soil nachfolgend durch AusfOhrungsbeispiele 
naher erlautert werden. 

Aus f iihr ungsbe i sp ie 1 

In vivo-Strategien der Lebergentherapie erfordern 
hepatozy tenspe z i f i sche Vektor en . 

Adenoviren sind fiir einen in vivo-Genetransf er aufgrund hoher 
Titer und Stabilitat im Blut besonders geeignet. Die 
natarlichen Zielzellen fur Adenoviren sind die Zellen 
epitelialer Gewebe. Ein besonderer Tropismus fiir Hepatozyten 
besteht nicht. Die Organspezif itat muB also durch spezielle 
Applikationswege oder Veranderungen am Virus selbst 
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herbeigefiihrt werden. 

Aufgrund der Komplexitat der Virushtille und der noch 
ungeklarten Virus-Rezeptor-Interaktion erscheint eine 
Modifikation von Virusproteinen fiir die selektive Infektion 
von Hepatozyten wenig aussichtsreich. Alternativ kann jedoch 
die Expression des transf erierten therapeutischen Gens durch 
die Verwendung leberspezif ischer Promotoren auf Hepatozyten 
beschrankt werden. 

Zellulare Promotoren mit bekannter Leberspezif its t 
(Albuminpromotor, Alphal-Antitrypsinpromotor) sind aufgrund 
ihrer GroBe nicht fiir eine Verwendung in adenoviralen 
Vektoren geeignet bzw. scheiden aufgrund strenger 
metabolischer Kontrolle ( PEPCK-Promotor ) aus. 
Das Hepatitis B-Virus besitzt ein Genom von 3,2 kb, dessen 
Gene von 4 verschiedenen Promotoren (preSl-, core- und 

X-Promotor) gesteuert werden. Sie werden von 2 Enhancern 
(Enhancer I und II) in unterschiedlichem MaSe zusatzlich 
aktiviert. Alle diese Kontollelemente umfassen nur wenige 
hundert Basenpaare. 



Diese Promotoren/Enhancer wurden durch PGR aus dem klonierten 
Genom des Hepatitis B-Virus (Subtyp ayw) gewonnen und vor ein 
promotorloses Luzif erasegen kloniert. Im transienten 
Expressionstest (Bestimmung der Luciferaseaktivitat) in den 
Leberzellinien HuH7 und HepG2 und HepSV40 sowie den 
Michtleberzellinien NIH3T3, HeLa und CVl wurden die 
Promotoren auf ihre Leberspezif itSt hin untersucht und 
zusatzlich die Promotorstarke mit der des CMV-Promotors 
verglichen. Die Tremsf ektion erfolgte mittels der CaaCPO^)^- 
Prazipitationstechnik und wurde durch KoprSzipitation eines 
RSV-Promotor-gesteuerten B-Galaktosidasegens und Messung von 
B-Galaktosidaseaktivitat standardisiert. (Abb.l) 
Mit Hilfe dieser Expressionsstudien wurde der core- 
Promotor/Enhancer II (pCPluc, ntl628-1807) als Promoter mit 
deutlicher Preferenz far Hepatozyten bei moderater 
Promotorstarke ausgewShlt . 

Es wurde angenommen, daB die Leberspezif itat der Expression 
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hauptsachlich durch den Enhancer II vermittelt wird. Um einen 
leberspezifischen Promoter mit hoherer Aktivitat zu erzeugen, 
wurde der Enhancer II mit einem gut aktivierbaren 
enhancerlosen Minimalproniotor gekoppelt. Als solcher 
Minimalpromotor wurden TATA-Box und Transkriptionstart-Region 
(nt-55-+69) des Promoters der friihen Cytomegalievirus- 
transkripte verwendet. Der geschaffene kunstliche Promoter 
(EIImCMV) erreicht in Hepatozyten mehr als 25% der CMV- 
Promotoraktivitat und ist damit als starker Promoter 
einzustufen. Die Selektivitat fur Hepatozyten ist weitgehend 
erhalten. Der Promoter ist auch in primaren Hepatozyten von 
Maus, Schwein und Mensch hochaktiv. 

Entscheidend ftir eine Verwendbarkeit in Gentherapie-Vekteren 
ist die Langzeitaktivitat in Hepatozyten. Fiir einen 
diesbeziiglichen Test vmrden die Promotoren mit dem 6- 
Galaktosidasegen fusieniert und in den episomalen 
Expressionsvektor pREP8 (Invitregen) kloniert. Es wurden 
stabile Hepatezytenlinien (HuH7) mit dem Episom erzeugt und 
die B-Galaktosidaseexpression (iber 3 Menate verfolgt. In 
diesem Zeitraum war kein Absinken der Expression 
f eststellbar. 

Die Promotoren CP und EIImCMV sowie der CMV-Promotor wurden 
im folgenden mit der cDNA des humanen LDL-Rezeptors 
gekoppelt . 

Der Rezeptor wird hauptsSchlich in der Leber exprimiert. Die 
Erbkrankheit "Familiare Hyperchelesterinamie" beruht auf 
einem Defekt in diesem Gen und ist durch den gezielten 
Transfer eines aktiven LDL-Rezeptergens in die Leber 
therapierbar . 

Die Expressionseinheit aus dem jeweiligen Promoter und 
derLDL-Rezeptor-cDNA wurde in das Adenovirus-Transf er-Plasmid 
pdElsplA in beiden moglichen Orientierungen inseriert. Durch 
Kotransfektion mit dem Adenovirusgenom (pJM17) in die 
Helferzellinie HEK293 wurden rekembinante Adenoviren erzeugt. 
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Viren aus individuellen Rekombinationsereignissen warden 
durch Plaque-Assay isoliert, in HEK293-Zellen vermehrt, durch 
zweifache Sedimentation im CsCla-Gradienten aus dem Zellysat 
gereinigt und der Titer der Virusstocks bestiiamt. 

Testung der Promotoraktivlt&t und Spezifltat nach 
adenoviralem GentransfBr in vitro 

Die Leberzellinien HepG2 und HuH7 sowie die 
Nichtleberzellinien HeLa und CVl wurden mit 50 Viren/Zelle 
infiziert und die Expression des LDL-Rezeptorgens drei Tage 
nach Infektion auf RNA-Niveau durch RNAse-Schutz sowie auf 
Protein-Niveau im Western-Blot nachgewiesen . 
Wahrend die Aktivitat des CMV-Promotor-gesteuerten Gens in 
alien untersuchten Zellinien eine ahnliche Hohe erreichte,war 
eine hohe Expression von CP und EIImCMV- Promoter en nur in 
Hepatozytenzellinien zu finden (Abb.3). Die Orientierung der 
Expressionseinheit im Virus hatte nur geringftigigen Einf luB 
auf die Express ionshohe. Die Aktivitat des HBV/CMV- 
Hybridpromotors erreichte etwa 30% der Aktivitat des CMV 
Promoters . 

Testung der Promotoraktivitat und Spezifitat in vivo 

Urn die Aktivitat der Promotoren in vivo zu testen, wurden 
jeweils 2x10' Adenoviren (Ad5-CMVLDLR, Ad5-E2mCMVLDLR Oder 
der KontrollvektorAdS-RSVbg) in die Schwanzvene von Mausen 
(Auszuchtstamm NMRI) appliziert. 4 Tage nach Infektion wurden 
die Tiere getotet und Leber, Lunge, Diaphragma und Niere 
entnommen. Die Organe wurden in fliissigem Stickstoff 
pulverisiert und zur Gewinnung von RNA und DNA genutzt, Im 
Southern-Blot wurde nachgewiesen, daB ein wesentlicher Teil 
der Viren die Leber infiziert hat. In den anderen Organen 
wurde nur wenig virale DNA detektiert. Da es aber Aufgabe 
war, auch geringe Promotoraktivitat auBerhalb der Leber 
sicher nachzuweisen , wurde in einer weiteren Gruppe von 
Mausen die Lunge durch intranasale Applikation infiziert und 
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in einer 3.Gruppe Virus in den Quadriceps-Muskel injiziert. 
Tiere, bei denen im Southern-Blot vergleichbare hohe Mengen 
viraler DNA im jeweils infizierten Organ nachweisbar waren, 
vmrden im "RNAse protection assay" auf Transkripte des 
humanen LDL-Rezeptors untersucht. Wahrend die Expression vom 
CMV-Promotor in alien drei Geweben vorhanden war, konnte eine 
Expression vom E2inCMV Promotor nur in der Leber, nicht aber 
in Muskel und Lunge nachgewiesen werden. Qualitat und 
Quant i tat der isolierten RNA wurden durch "RNAse protection 
assay" ftir das libiquitSr aktive GAPDH-Gen verifiziert. Da 
auch der CMV-Promotor nur geringe Aktivitat in Lunge und 
Muskel aufwies, vrarde ein hochsensitiver Assay fur 
kompetitive RT-PCR auf gebaut . Dabei werden gleiche Mengen von 
RNA aus dem jeweiligen Organ mit steigenden Mengen einer 
verkQrzten, in vitro synthetisierten LDL-Rezeptor-RNA 
(Kompetitor) gemischt, revers transkribiert und in einer PGR 
ein LDL-Rezeptorfragment amplif iziert. Hit steigender Menge 
an Kompetitor-RNA nimmt die Starke des kfirzeren PCR-Produkts 
zu, wahrend die Menge des langeren, zellulSrer rna 
entsprechenden PCR-Produkts abnimmt. Die Menge an Kompetitor, 
bei der die Intensitat beider Banden m Agarosegel identisch 
ist, gibt Auskunft iiber den Gehalt an LDL Rezeptor-RNA im 
Gewebe . 

Die Ergebnisse kompetitiven RT-PCR bestStigten die des "RNAse 
protection assay". Die Aktivitat des E2mCMV-Promotors 
iibersteigt die des CMV-Promotors in der Leber. Sie bleibt 
aber in Muskel und Lunge urn den Faktor 10-30 hinter der des 
CMV-Promotors zuriick. 

Es wurden also Adenovirusvektoren konstruiert, die eine hohe 
Expression des LDL-Rezeptors spezifisch in der Leber selbst 
bei systemischer Gabe des Virus zulassen. Negative Effekte 
einer Expression in Zellen auBerhalb der Leber werden dadurch 
ausgeschlossen . 
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Legende zu den Abbildungen 
Abb.l 

Expression des Luciferase-Reportergens, gesteuert durch 
verschiedene Promotoren in Hepatozytenzellinien und Zellinien 
anderen Ursprungs, gemessen als Aktivitat des Luciferase- 
Enzyms . 

Die Aktivitat ist angegeben als % der mit dem CMV Promoter 
erreichten Aktivitat. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte 
aus jeweils 4 unabhangigen Transf ektionsexperimenten . 

Abb. 2 

Konstruktion von Adenoviren, die das Gen des humanen LDL- 
Rezeptors unter Kontrolle des CMV- bzw. HBV-abgeleiteter 
Promotoren exprimieren. 

CMV, CMV immediate early Promoter; CP, HBV core Promoter; EI, 
HBV Enhancer I; EII, HBV Enhancer II ; mCMV, minimaler CMV 
Promoter; polyA; Polyadenylatienssignal des bevinen 
Wachstiomshormons . 

Abb. 3 

j:J>i-J?ezeptorexpressioji in Zellinien nach adenoviralem 
Gentransfer 

Abb. 4 

Expression des human LDL Receptor Gens in vivo. 

Proben des jewel ligen Gewebes wurden pulverisiert und 
gleichermaBen zur Isolation von RNA und genomischer dna 
genutzt. Jeweils lOpig Gesamt-RNA wurden im RNA-protection 
assay eingesetzt. Eine Antisens-RNA des LDL-Rezeptorgens bzw. 
des GAPDH-Gens , die unter Verwendung *^P-markierter Nukleotide 
mittels T7 RNA-Polymerase in vitro synthetisiert wurde , dient 
dabei als Probe. Sie wird auf einer LSnge von 304bp (LDLR) 
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bzw 316bp (GAPDH) vom jeweiligen zellularen Transkript vor 
RNAse-Verdau geschtltzt. 

Zur Analyse der Inf ektionsef f ektivitat wurde genomische DNA 
im Southernblot analysiert. 10 /xg genomischer DNA wurden mit 
Ncol verdaut und im Agarosegel aufgetrennt. Iia 5'Bereich des 
Adenovirus wird dabei ein 1584bp langes Fragment frei, das 
durch Hybridisierung mit einer =*^P-markierten DNA-Sonde 
(gleiches Fragment) nachgewiesen wird. 



Abb. 5 

Expression des human LDL Receptor Gens in vivo nachgewiesen 
durch RT-PCR 



a) Schematische Darstellung des Prinzips der kompetitiven RT- 
PGR. Bei Amplifikation einer revers transkribierten LDLR-RNA 
aus dem Gewebe entsteht ein 450bp langes Fragment. Aus der 
in vitro synthetisierten verkiirzten LDLR-RNA wird nach 
reverser Transkription ein 267bp langes Fragment 
aroplif iziert. 



b,c,d) Gleiche Mengen von RNA aus dem jeweiligen Gewebe 
wurden mit steigenden Mengen des verkiirzten Transkripts 
gemischt, revers transkribiert und einer PGR mit ^=P- 
markierten Nukleotiden tiber 30 Zyklen unterzogen. Die PCR- 
Produkte wurden nach Auftrennung im Agarosegel am 
Phosphoimmager (Fuji) analysiert. 

Die Dreiecke geben das Mischungsverhaltnis an, bei dem die 
PGR-Produkte in equivalenten Mengen vorliegen. 
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Pa'ten'tanspriuche 



1. Leberspezifischer Adenovirus-Expressionsvektor , 
gekennzeichnet dadurch, daB ein therapeutisches Gen, das an 
einen leberspezif ischen Promotor geXoppelt ist, welcher aus 
Enhancer-Elementen des Hepatitis B Virus und einem 
enhancerlosen Minimalpromotor besteht und ggf. von SAR- 
Elementen umgeben ist, in das Adenovirusgenom inseriert wird. 

2. Vektor nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB als 
therapeutisches Gen die cDNA eines Gens verwendet wird, das 
bei der zu behandelnden Krankheit defekt ist. 

3. Vektor nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daS 
als therapeutisches Gen die cDNA des humanen LDL-Rezeptors 
verwendet wird. 

4. Vektor nach Anspruch 1-3, gekennzeichnet dadurch, daB als 
Enhancer-Element der Enhancer II des Hepatitis B Virus 
verwendet wird (Position 1628-1807 des viralen Gens, Subtyp 
ayw) . 

5. Vektor nach Anspruch 1-4, gekennzeichnet dadurch, daB als 
enhancerloser Minimalpromotor ein Teil des frQhen Promoters 
des Cytomegalievirus verwendet wird. 

6. Vektor nach Anspruch 1-5, gekennzeichnet dadurch, daB als 
enhancerloser Minimalpromotor ein Teil des friihen Promoters 
des Cytomegalievirus, Position -55 bis Position + 69 
hinsichtlich des Transkriptionsstarts , die TATA-Box , den 
"cap-Ort" und die 5'-nichttranslatierte Region enthaltend, 
verwendet wird. 
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7. Vektor nach Anspruch 1-6, gekennzeichnet dadurch, daB die 
Expressionseinheit aus Enhancer, Proinotor und Gen in die El- 
Region des Adenogenoias inseriert wird. 

8. Vektor nach Anspruch 1-7, gekennzeichnet dadurch, daB die 
Insertion in die El-Region des Genoms von Adenovirus 2 bzw. 
5 erfolgt. 
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